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年から 1922 年までの 5 年間，米国では 83 件のボツリヌス













ツリヌス食中毒が発生し，患者数は 502 名，うち 115 名が
死亡している。致命率は 23% である。
　日本のボツリヌス食中毒の特徴にひとつは，発生地が北





























ら A から G 型の 7 つの血清型に分類されるが，血清型に
より感受性動物が異なる。すなわち，A, B, E および F 型































質は，150 kDa の BoNT, 130 kDa の非毒非血球凝集素成分
（nontoxic nonhemagglutinin ; NTNHA），そして 70 kDa, 33 




　さらに，A および B 型 BoNT, そして複合タンパク質を，
pH 1.4 のラットの胃内容液と混合し，35℃に保ったとき，
BoNT の毒素活性は速やかに消失したが，複合タンパク質



























彼らは，精製した A, B および E 型 BoNT をキレート剤で
処理し，Zn を除くと，それぞれの BoNT の毒素活性が消
失することを示し，ボツリヌス BoNT 軽鎖が Zn 依存性プ
ロテアーゼであると報告した。末梢神経の終末部に達した
BoNT は，シナプス前膜に存在する特定の BoNT 受容体





る。エンドソームから軽鎖の遊離には，BoNT 重鎖の N 末
端領域が関与している。
　1992～94 年，Montecucco ら9），そして Niemann らの研
究グループは，プロテアーゼとしての軽鎖の基質を明らか
にした。すなわち，B, D, F および G 型の BoNT 軽鎖は
VAMP（synaptobrevin），A および E 型のそれらは SNAP-






















てシナプス前膜にある Ca チャンネルが開き，Ca イオンが
細胞内に流入する。細胞内 Ca 濃度が上昇すると，シナプ
ス小胞がシナプス前膜と膜融合し，情報伝達物質のエキソ








　1990 年，Binz ら10） は A 型 BoNT の構造遺伝子のクロー
ニングに成功し，その全塩基配列を決定した。これを契機





配列の相同性は，BoNT では 32～60%，NTNHA では 56～






nick が生じ，50 kDa の軽鎖と 100 kDa の重鎖に分かれる。
しかし，両鎖はジスルフィド結合によって結ばれた二本鎖
構造のタンパク質として存在し，TC に組み込まれている。
Kitamura ら11） は，分子内に nick が存在しない E 型 BoNT
について研究し，BoNT 分子の nicking が，トリプシン様
のプロテアーゼによって生じ，その存在が BoNT の毒性
発現に重要な役割を果たしていることを示した。
　各型の BoNT 分子内 nick site の特定が完結したのは
1999 年のことである。著者ら12, 13） は A～F 型 BoNT の nick 
site を明らかにし，分子内 nick site が 1 個所である BoNT
は B 型のみで，他の型ではいずれもジスルフィド結合の
内側に，それぞれ 2 個所の nick site が存在し，nicking に
よってそれぞれ数残基のアミノ酸が BoNT 分子から失わ
れることを見出した（図 2）。
　BoNT 以外の構成タンパク質においても分子内 nick の
存在が確認されている。HA タンパク質の一つである HA- 
70 も菌体由来のプロテアーゼによって nick が生じ，N 末
端側から 22～23 kDa 付近に複数の nick を受け12, 14），22～
23 kDa および 55 kDa のフラグメントに分かれる。BoNT
および HA-70 分子内に生じる分子内 nick は，Arg あるい
は Lys の C 末端側での切断によるものであった。このこ
とから，BoNT および HA-70 分子内の切断は，ボツリヌス
菌が産生するトリプシンと同様の基質特異性をもつプロテ
アーゼによるものであることが推測される。Suzuki ら15）
は，C 型菌の培養液中に BoNT の分子内切断に関与するプ
ロテアーゼ（Clostripain）の分離に成功している。
　一 方，Ohyama ら16）  は，D 型 CB16 株 由 来 M-TC の








nick が NTNHA の保存中に自発的な自己触媒的に生じる
こと，そして，プロテアーゼによっても加速することを明







によって，SDS-PAGE 上で 7 本以上のバンドが観察され，
TC タンパク質の構造解析は複雑となっていた。筆者らは，
C および D 型の菌株の中に，その構成成分のいずれにも
nick を認めない無傷の TC を大量に産生する特異的な D
型菌 4947 株（D-4947）を見出し，Hasegawa ら19） は，L-TC











複合体の形成過程を明らかにした。最初に BoNT と NTNHA
が結合した M-TC（分子量約 280 kDa）が形成する。この時，
NTNHA に nick が生じていると，M-TC にとどまる。無傷
の M-TC に HA-70 が結合し，さらに HA-17 を介して HA- 
33 が結合して L-TC（分子量約 650 kDa）が完成する。他の
血清型の TC も同様な過程を経て完成すると考えられる。
さらに，Mutoh ら21） は，菌の培養液中のタンパク質を詳細
に解析し，M-TC および L-TC とは分子サイズの異なる TC
が存在することを明らかにした。これらの TC に HA-33/
HA-17 を滴定することで，L-TC へと変換したことから，
新たに見出された TC は，M-TC から L-TC へと成熟化す
る過程における中間体であることが明らかとなった（図 3























の TEM 画像と比較した（図 4-1～4）。その結果，「アーム」
状の構造は，HA-33/HA-17 複合体であることが明らかと
なった。また，中間体は，分子内の HA-33/HA-17 複合体
の数が 2 本，1 本および 0 本と 1 本ずつ減少していること
が示された。これらの知見から，HA-33/HA-17 複合体を含
まない中間体を M-TC/HA-70，1 本含むものを 1-arm L- 
TC, 2 本含むものを 2-arm L-TC, そして成熟化した L-TC
を 3-arm L-TC と名付けた。これにより，著者らは，世界
図 3　ボツリヌス TC の電気泳動バンドパターンと TC の形成機構モデル
5ボツリヌス菌が産生する毒素複合体に関する分子生物学的解析
で初めて，ボツリヌス TC の立体構造を明らかにすること
に成功した。その後，ボツリヌス A 型および B 型由来 L- 
TC の立体構造が TEM によって明らかにされ，D 型 L-TC
と同様，楕円状の本体から 3 本の「アーム」が伸びた形を
有していることが示された。
　3-arm L-TC の X 線結晶構造は，現在でも成功していな
い。しかし，ボツリヌス TC のすべての構成成分の X 線
結晶構造が解析されており，各構成成分の X 線結晶構造





























の SAXS 像から，溶液中の各 TC の立体構造を明らかにし
ており，複合体中の HA-33/HA-17 分子が，HA-70 だけで
なく，BoNT とも結合している可能性を示した（図 7）。
　さらに，Sagane ら28） は，別の手法でボツリヌス TC の
動的な立体構造について言及した。ボツリヌス TC のうち，
1-arm L-TC および 2-arm L-TC は，37℃で長期保存して
いる間に自発的に他の TC と HA-33/HA-17 を授受し，複







図 4　ボツリヌス TC の TEM 画像．1．M-TC,  2．M-TC/HA-70, 
3．1-arm L-TC,  4．2-arm L-TC,  5．3-arm L-TC.  TEM イ
メージ中の BoNT, NTNHA, HA-70 および HA-33/HA-17
はそれぞれ赤，緑，黄，青で囲った．
























　一方，ボツリヌス TC 構成成分中の NTNHA タンパク質
については，その生理的機能がほとんど明らかになってい






























年に OculinumⓇは FDA から斜視や眼瞼痙攣，片側顔面麻
痺の治療薬としての承認を得た。同年，アイルランドの医








































































































hemagglutinin  from  crystalline  toxin  of  Clostridium 
botulinum  type A by anion exchange chromatography 
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Summary：Clostridium botulinum  is  a gram-positive anaerobic bacterium  that produces  spores  in 
unstable  conditions.   The  spores  occasionally  enter  food,  and  furthermore,  they germinate under 
anaerobic conditions, and produce botulinum neurotoxin  (BoNT).   The BoNT is a protein  toxin, which 
causes botulism.  C. botulinum are classified into seven serotypes, A to G, based on the antigenicity of 
BoNT.    In nature, BoNT does not exist alone, and  it binds to the nontoxic proteins and forms a toxin 
complex  (TC).   The mechanism of action of BoNT begins with TC contained  in the  food  in which the 
Clostridium botulinum is grown, orally ingested, then passes through the stomach and is absorbed into 
the body  from  the upper part  of  the  small  intestine.    In  this  study,  the historical  background of 
investigation on botulism is reviewed, and findings on the botulinum TC focusing on the research results 
of  the author’s group are presented.   Finally,  the author describes  the  trends concerning  the use of 
botulinum TC in the medical and beauty fields and the application of botulinum TC in the drug delivery 
system.
Key words：Clostridium botulinum, botulinum neurotoxin, botulinum toxin complex,  three-dimensional 
structure
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